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(57) Abstract 

A process is disclosed for producing biologically active polymer nanoparticle-nucleic acid conjugates by polymerising vinyl monomers 
with a low water solubility in an aqueous solution, then reacting the resulting polymer suspensions with the nucleic acids. TTie process is 
characterised in that the vinyl monomers are emulsion polymerised in the presence of cationic radical starters but in the absence of any 
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(57) Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren zur Herstellung von biologisch aktiven Polymemanopartikel-Nucleinsaure-Konjugaten durch Polymerisation 
von vinylischen Monomeren mit einer geringen Wasserloslichkeit in wafiriger Ldsung und anschlieBender Umsetzung der entstehenden 
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(57) Abstract 

A process is disclosed for producing biologically active polymer nanoparticle-nucleic acid conjugates by polymerising vinyl monomers 
with a low water solubility in an aqueous solution, then reacting the resulting polymer suspensions with the nucleic acids. The process is 
characterised in that the vinyl monomers are emulsion polymerised in the presence of cationic radical starters but in the absence of any 
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Verfahren zur Herstellung von biologisch aktiven 
Polymernanopartikel-Nucleinsaure-Konjugaten 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung von biologisch aktiven Polymernanopartikel- 
Nucleinsaure-Konjugaten und deren Verwendung zum Gentransfer 
bzw. zur Kontrolle der Genexpression. 

Die Verwendung von Nucleinsauren und Nucleinsaure-Derivaten, 
wie z.B. von synthetisch hergestellten Oligodesoxynucleotiden 
und deren Derivaten zur Steuerung der Genexpression 
(Antisense-Strategie) oder von DNA-Fragmenten und Plasmiden 
zum Gentransfer, machen einen wirksamen Transport durch 
zellulare Membranen erf orderlich. Des weiteren soil ten die 
Nucleinsauren gegen enzymatischen Abbau geschutzt sein und in 
ausreichender Konzentration ihren Zielort in der Zelle 
(Zellkern, mRNA im Zytoplasma) erreichen, urn die gewiinschte 
Wirkung zu gewahrleisten. 

Kolloidale Tragersysteme werden seit langem fur den Transport 
von biologisch bzw. therapeutisch wirksamen Substanzen 
verwendet, wobei an das Tragersystem folgende Anf orderungen 
gestellt werden: 

- kleine Partikelgrofce, die deutlich unterhalb der GroSe von 
Zellstrukturen (Durchmesser kleiner als 1 ptm) liegt 

- hohe Beladungskapazitat 

- niedrige Toxizitat 

- Moglichkeit zur Oberf lachenmodif izierung 

- Steuerung des Zielortes durch Variation von GroSe bzw. 
Oberf lacheneigenschaf ten 

- kontrollierte Freisetzung der adsorptiv gebundenen 
Substanzen 
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- keine Nebenwirkungen durch Tragermaterial , Abbauprodukte 
oder Hilfsstoffe 

Der Einsatz von synthetisch hergestellten Polymerpartikeln im 
nm-Bereich zur adsorptiven Anbindung von Nucleinsauren ist 
bspw. in der FR-A 2,649,321 beschrieben. Hierbei werden 
Poly (alkylcyanoacrylate) durch die adsorptive Anbindung von 
niedermolekularen, hydrophoben Kationen mit einer positiven 
Oberf lachenladung versehen, urn eine Anlagerung von negativ 
geladenen Oligodesoxyribonucleotiden \iber ionische 
Wechselwirkungen zu ermoglichen. Nachteilig bei diesem System 
ist die Tatsache, da£ die rein adsorptive Bindung 
niedermolekularer Kationen wenig stabil ist und sowohl die 
verwendeten hydrophoben Kationen, als auch die Abbauprodukte 
des Polymergrundkorpers toxische Eigenschaf ten aufweisen 
konnen . 

Gema£ der EP-A 430 517 wird die Herstellung von 
Biomosaikpolymeren in Form von Membranen, Filmen oder 
Partikeln mittels Emulsionspolymerisation beschrieben, wobei 
die Polymerisation im wesentlichen in Gegenwart einer 
oberf lachenaktiven Substanz (ionisches oder nichtionisches 
Tensid) sowie einer biologisch aktiven Substanz (wie z.B. 
Nucleinsauren) erfolgt und das biologisch aktive Material 
irreversibel in den Polymergrundkorper einpolymerisiert bzw. 
an dessen Oberflache gebunden wird. 

SchlieSlich ist aus der WO 96/24 377 eine partikulare 
Arzneiform bekannt, die aus kationischen Polymernanopartikeln 
und Peptiden bzw. modif izierten oder nichtmodif izierten 
Nucleinsauren bestehen. Als Polymergrundkorper fungieren 
hierbei Partikelmischpolymere auf Basis von Acrylsauren, 
Aery IscLurees tern sowie Methacrylsaureestem. Die Einfuhrung 
der zur Anbindung der Wirkstoffe erforderlichen funktionellen 
kationischen Gruppen erfolgt durch den Einsatz von 
entsprechend modif izierten Comonomeren, die protonierbare 
bzw. alkylierbare Aminfunktionen besitzen. Diese 
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ladungstragenden Monomerbausteine werden in beliebigen 
Mischungsverhaltnissen mit dem entsprechend unmodif izierten 
Monomer in einer radikalischen Oder ionischen 
Polymerisationsreaktion umgesetzt. Ganz abgesehen davon, daS 
diese Monomerbausteine aufwendig herzustellen sind, treten 
aufgrund der vorhandenen Unterschiede in der Loslichkeit und 
Reaktivitat dieser Monomere bei der Herstellung dieser 
Mischpolymere haufig inhomogene Produkte auf . 

Der vorliegenden Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren zur Herstellung von Polymernanopartikel- 
Nucleinsaure-Konjugaten zu entwickeln, welches die genannten 
Nachteile entsprechend dem Stand der Technik nicht aufweist, 
sondern in einfacher, kostengunstiger und gut 
reproduzierbarer Weise die Herstellung homogener 
Polymernanopartikel-Nucleinsaure-Konjugate ermoglicht, die 
eine ausreichende Stabilitat in biologischen Medien aufweisen 
und die sich durch eine hohe Effizienz beim Transport durch 
zellulare Membranen auszeichnen. 

Diese Aufgabe wurde erf indungsgem&£ dadurch gelost, da£ man 
eine Polymerisation von vinylischen Monomeren mit einer 
geringen Wasserldslichkeit in Gegenwart von kationischen 
Radikalstartern in Form einer emulgatorf reien 
Emulsionspolymerisation durchfuhrt und anschliefiend die 
entstehenden Polymersuspensionen mit den Nucleinsauren 
umsetzt . 

Es hat sich namlich uberraschenderweise gezeigt, daS die so 
erzeugten Materialien sich durch eine hohe Nucleinsaure- 
Beladung sowie durch eine ausreichende Stabilitat gegen 
enzymatischen Abbau auszeichnen. AuEerdem konnen diese 
Konjugate durch viele Parameter in ihren Eigenschaf ten 
variiert werden, wie z. B. Polymergrundkorper , Partikelgro&e, 
Oberf lachenmodif izierung, Nucleinsauremodif izierung etc., was 
ebenfalls nicht vorhersehbar war. Von den Konjugaten gemaS 
der WO 96/24 377 sind die erf indungsgemaSen Konjugate dadurch 
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verschieden, daS sie kationische Gruppen praktisch 
ausschliefclich an den Kettenenden der jeweiligen 
Polymerketten, aus denen das Polymer-Nanopartikel besteht, 
enthalten, nicht aber im Inneren der Polymerkette . 

Das Verfahren entsprechend der vorliegenden Erfindung umfaSt 
also in der Regel zwei Stufen. In der ersten Stufe erfolgt 
die Herstellung des Polymergrundkorpers in an sich bekannter 
Weise, indem man vinylische Monomere in wafcrigem 
Dispersionsmedium einer emulgatorf reien 

Emulsionspolymerisation unterwirft. Die vinylischen Monomere 
sollten hierbei eine geringe Wasserloslichkeit aufweisen, die 
vorzugweise < 20 g/1 betragen sollte. Beispiele fur solche 
vinylische Monomere sind Styrol, Acrylsaure- Oder 
Methacrylsaure- Derivate. Bevorzugte (Meth) acrylsaure- 
Derivate sind Alkyl (meth) acrylate (mit einem Alkylrest von 1 
bis 8 C-Atomen) sowie N-Alkyl- Oder Dialkylacrylamide, wie z. 
B. N-Butylmethylacrylamid, N-Isobutylmethylacrylamid Oder N- 
Octylmethylacrylamid . 

Es ist als erf indungswesentlich anzusehen, da£ die 
Emulsionspolymerisation, die vorzugsweise bei Temperaturen 
von 20 bis 100 °C durchgefuhrt wird, ohne den Zusatz von 
Emulgatoren erfolgt und dafc die Oberf lachenladung des 
Polymergrundkorpers allein durch die Verwendung ionischer 
Radikalstarter induziert wird. Hierbei haben sich vor allem 
kationische Initiatoren mit basischen Endgruppen, wie z. B. 
2,2 f -Azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid (AIBA) oder 2,2 f - 
Azobis ( 2 - ( 2 - imidazol in- 2 -yl ) propan) dihydrochlorid ( AIBI ) 
bewahrt . 

Aufgrund der Tatsache, da£ keine zusatzlichen Fremdstoffe wie 
Emulgatoren oder Stabilisatoren dem Ansatz hinzugefiigt 
werden, ist eine aufwendige Abtrennung dieser Stoffe in einem 
nachf olgenden Reinigungsschritt nicht erforderlich. 
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Da in wa&rigem Dispersionsmedium gearbeitet wird, gestaltet 
sich der Herstellungsprozefc des polymeren Grundkorpers als 
besonders kostengunstig. Vorzugsweise wird der 
Polymerisationsschritt in Form eines Batch-Prozesses 
durchgefuhrt , dessen Up-Scaling keine Schwierigkeiten 
bereitet, da Schwankungen in der Temperaturf iihrung sowie die 
gewahlte Riihrtechnik nur einen geringen EinfluS auf die 
Eigenschaf ten des Endproduktes haben. Je nach gewahlter 
Monomer- und Initiatorkonzentration des Reaktionsansatzes 
weisen- die Polymerteilchen nach der Emulsionspolymerisation 
eine Teilchengro&e von vorzugsweise 10 bis 1000 nm und eine 
Oberflachenladung von 0,1 bis 10 C/g Polymer auf. 

Die erhaltenen Polymer suspensionen sind auch bei 
Raumtemperatur iiber mehrere Monate lagerfahig, so dafc 
irgendwelche Agglomerationen nicht zu beobachten sind. Die 
weiteren Vorteile dieser polymeren Tragermaterialien sind 
ihre hohe Stabilitat in biologischen Medien und geringe 
Toxizitat im gewunschten Anwendungsbereich. 

Vor der Umsetzung der Polymersuspensionen mit den 
Nucleinsauren werden gemaS einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm 
sowohl die Polymersuspensionen als auch die Nucleinsauren 
bspw. durch Zentrif ugation Oder Diaf iltration auf gereinigt . 
Bei der bevorzugten Diaf iltration kann auf die ublichen 
Dialyseverf ahren und Membranen zuruckgegrif f en werden. 

Daruber hinaus ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
noch moglich, daft man den Polymersuspensionen nach der 
Polymerisation Stabilisatoren in einer Menge von vorzugsweise 
0,01 bis 5 Gew.-% bezogen auf das Gewicht der Suspension 
zusetzt, urn auf diese Weise eine zusatzliche sterische 
Stabilisierung der Polymer suspension zu erreichen. Als 
Stabilisatoren werden hierzu vorzugsweise biologisch inerte, 
nicht- ionische Blockcopolymere mit hydrophoben und 
hydrophilen Anteilen eingesetzt. Beispiele fur solche 
Stabilisatoren sind Poloxamere Oder Poloxamine. 
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Die eigentliche Umsetzung der Polymersuspensionen mit den 
Nucleinsauren entsprechend der zweiten Stufe des 
erf indungsgemafcen Verfahrens erfolgt vorzugsweise bei 
Temperaturen von 10 bis 30 °C und einem pH-Wert < 11, wobei 
allerdings die zur Anbindung verwendeten Nucleinsauren in 
deprotonierter Form vorliegen sollten. Als Nucleinsauren 
kommen hierbei bspw. Desoxyribonucleotide, Ribonucleotide 
oder chemisch modif izierte Desoxyribonucleotide und 
Ribonucleotide mit 7 bis 40 Nucleotideinheiten in Frage. 
Daruber hinaus konnen jedoch auch ohne weiteres Plasmide als 
Nucleinsauren verwendet werden. 

Die bei der Umsetzung entstehenden erf indungsgemafcen 
Polymernanopartikel-Nucleinsaure-Konjugate, welche durch den 
Nucleinsaureanteil eine gewisse negative Uberschufcladung 
aufweisen, konnen gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm in 
einer Art Sandwich-Komplex zusatzlich mit Peptiden, Proteinen 
mit einem isoelektrischen Punkt > 7 oder Polyethylenimin 
modif iziert werden. Die Beladungskapazitat des 
Tragermaterials mit Nucleinsaure bzw. Peptiden oder Proteinen 
wird durch den Zusatz von sterischen Stabilisatoren nicht 
beeinfluSt. Die effektiv gebundene Nucleinsaure- bzw. Peptid- 
oder Proteinmenge kann durch Abzentrifugation der 
Polymernanopartikel-Nucleinsaure-Konjugate und Messung der im 
Uberstand vorhandenen uberschussigen ungebundenen 
Substratmenge leicht bestimmt werden. 

Die erf indungsgem£Sen Polymernanopartikel-Nucleinsaure- 
Konjugate eignen sich aufgrund ihrer biologischen Aktivitat 
hervorragend zum Gentransfer sowie zur Kontrolle der 
Genexpression . 

Als Testsystem zur Untersuchung der Effizienz der 
erf indungsgem£fcen Polymernanopartikel-NucleinscLure-Konjugate 
dienten Rattenhepatozyten, deren Multiple Drug Resistance- 
(mdr-) Gen durch den Einsatz von Antisense Oligonucleotiden 



WO 98/17317 



PCT/EP97/05790 



inhibiert werden sollte. Uberraschenderweise kann die 
Konzentration an anti-mdr Phosphorthioat-Oligonucleotiden bei 
den Konjugaten im Vergleich zu den freien Oligonucleotiden urn 
den Faktor 10 herabgesetzt werden, urn die gleiche Wirkung zu 
5 erzielen. Noch deutlicher wird der Unterschied bei Verwendung 
von nucleaselabilen Phosphordiester-Oligonucleotiden, die nur 
im Falle der erf indungsgemaSen Konjugate iiberhaupt eine 
Wirkung zeigen, da sie in der Konjugatf orm vor enzymatischem 
Abbau geschutzt sind. Aufgrund ihrer hoheren Spezifitat und 
10 Biokompatibilitat stellen jedoch gerade die unmodif izierten, 
naturlichen DNA-Fragmente eine interessante Variante in der 
Antisense-Strategie dar. 

Auch die erf indungsgemafcen Polymernanopartikel-Nucleinsaure- 
15 Konjugate in Form von Plasmiden eignen sich hervorragend zum 
Gentransfer. Zur Untersuchung der Beladungskapazitat und 
Wirksamkeit zum Gentransfer wurden Plasmide, die 0- 
Galactosidase-Gene als leicht nachweisbare 
Expressionskontrollen enthalten, eingesetzt. Die 
20 Beladungskapazitat (in pig DNA/mg Polymer) lag etwa urn den 
Faktor 4 hoher als bei kurzen Oligonucleotid-Fragmenten . 

Die besonderen Vorteile der erf indungsgemafcen 
Polymernanopartikel- Nucleinsaure-Konjugate bestehen im 

25 wesentlichen darin, daE bei der Herstellung weder die 

Verwendung von ionischen Comonomeren noch der Einsatz von 
hydrophoben Kationen als Ladungstrager erforderlich ist, da 
die negativ geladenen Nucleinsauren direkt von den geladenen 
Endgruppen auf der Partikeloberf lache elektrostatisch 

30 gebunden werden. Nebenwirkungen in biologischen Systemen, 
insbesondere bei Zellkulturexperimenten, die haufig bei 
Verwendung von biologisch abbaubaren Tragermaterialien oder 
adsorptiv gebundenen Hilfsstoffen auftreten, sind im 
vorliegenden Fall minimal, da aufier den gebundenen 

35 Nucleinsauren bzw. Peptiden keine biologisch wirksamen 

Substanzen freigesetzt werden. Wie Biovertraglichkeitstests 
an Rattenhepatozyten zeigen, liegt die LDH-Ausschuttung als 
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Assay fur die Zytotoxizitat bspw. fur Polys tyrol bei 
Konzentrationen von 1 g Polymer/1 Inkubationsmedium nach 20 
Stunden nur um 5 % hdher als bei der unbehandelten Kontrolle. 

Die erf indungsgemafcen Polymernanopartikel-Nucleinsaure- 
Konjugate und deren Komplexe mit basischen Peptiden oder 
Proteinen stellen somit ein neues und effizientes System zur 
in vitro- Kontrolle der Genexpression (Antisense-Strategie) 
dar. Ferner konnen sie in vielfaltiger Weise als Vektoren zur 
Gentran&fektion eingesetzt werden. So lassen sich durch 
Variation der GroSe, Art und Oberf lachenladung des polymeren 
Nanopartikel-Grundkorpers durch Wahl der wirksamen 
Nucleinsaure-Komponente und deren Derivatisierung sowie durch 
die Modifikation der Oberflache mittels basischer Peptide 
oder Polyethylenimin die Polymernanopartikel-Nucleinsaure- 
Systeme auf die jeweiligen Anf orderungen der biologischen 
Testsysteme anpassen. 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung naher 
veranschaulichen . 

Beisoiele 

Beisoiel 1 

In einem 100 ml Rundkolben, versehen mit KPG-Ruhrer, 
Ruckf luSkuhler, Argoneinlafi- und -auslaSvorrichtungen werden 
40 ml Reinstwasser und 2,5 ml zuvor unter Schutzgas (Argon) 
frisch destilliertes Styrol gegeben und unter Durchleiten 
eines Argonstroms intensiv durchmischt. Dem Ansatz werden 50 
mg 2 , 2 1 -Azobis (2-amidinopropan) dihydrochlorid (AIBA) , gelost 
in 5 ml H20 r zugefugt und das Reaktionsgef afi in ein auf 80 °C 
temperiertes 6lbad getaucht und bei einer Rvihrerdrehzahl von 
360 U/Min. geruhrt . Nach ca. 10 Min. ist eine milchig weiSe 
Trubung des Reaktionsansatzes zu erkennen. Nach 24 Stunden 
wird auf Raumtemperatur abgekuhlt. Man erh&lt eine 
Polymersuspension mit einem Feststof f gehalt von 42 g/1 und 
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einem Teilchendurchmesser von 400 bis 500 nm, die eine 
weitgehend monodisperse Grofcenverteilung der Partikel 
aufweist. Das Material wird uber einen Zeitraum von 7 Tagen 
mittels einer Dialysemembran (SpectraPor; MWCO: 10000; Fa. 
Roth, Karlsruhe) gegen Reinstwasser dialysiert, urn im 
Dispersionsmedium gelostes Polymer und Restmonomerspuren zu 
entfernen. Das auf gereinigte Produkt weist einen 
Feststof fgehalt von 40 g/1 und eine konduktometrisch 
bestimmte Partikelladung von 750 mC/g Polymer auf. 

Nach der Phosphoramidit-Methode synthetisch hergestelltes 
Phosphorothioat-Oligodesoxynucleotid 20mer der Sequenz 
5 1 CCC TGC TCC CCC CTG GCT CC 3' (ODN-1; M w : 6207 g/mol) wird 
mittels praparativer HPLC aufgereinigt und nach Abspaltung 
der Dimethoxytritylschutzgruppe mittels einer sterilen 
Dialysemembran (SpectraPor CE; MWCO: 500; Fa. Roth, 
Karlsruhe) gegen Reinstwasser uber einen Zeitraum von 7 Tagen 
dialysiert . 

200 ill der Polymersuspension (8 mg Polymer) werden mit 100 ng 
(16 nmol) Phosphorothioat-Oligonucleotid (ODN-1), gelost in 
Reinstwasser, uber einen Zeitraum von 12 bis 24 Stunden 
inkubiert. Man erhalt ein Polymernanopartikel-Oligonucleotid- 
Konjugat mit einem Nucleinsaureanteil von 1,7 /imol 
Oligonucleotid/g Polymer (10,6 mg Nucleinsaure/g Polymer). 

Die Bestimmung der Beladungskapazitat erfolgt nach dem 
nachfolgend beschriebenen Verfahren: 

Nach der Inkubation der Nanopartikel mit der Nucleinsaure 
wird das Konjugat abzentrifugiert (14 000 g, 2 x 45 Min.) und 
die Menge an ungebundener Substanz im Uberstand mittels UV- 
Messung bestimmt. Die adsorptiv gebundene Substanzmenge wird 
durch die Differenz zur Ausgangsmenge an Nucleinsaure bzw. 
Peptid berechnet. 
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Beispiel 2 

Der Polymerisationsansatz und die Aufreinigung des Produktes 
erfolgt analog zu Beispiel 1. Dabei werden jedoch 1,5 ml 
5 Styrol eingesetzt. Man erhalt eine Polymersuspension mit 
einem Feststof fgehalt von 23 g/1. Die Partikel weisen 
Teilchendurchmesser von 150 bis 400 nm auf . Nach der Dialyse 
liegt der Feststof fgehalt bei 22 g/1 und die Partikelladung 
bei 1080 mC/g. 

10 

Nach Inkubation von 100 jxl der Polymersuspension (2,2 mg 
Polymer) mit 23,8 ng (5,3 nmol) Phosphordiester- 
Oligonucleotid 15mer der Sequenz 5' TTC TTG TCT GCT CTT 3 1 
(ODN-2; M w : 4491 g/mol) analog zu Beispiel 1 erhalt man ein 
15 Polymernanopartikel-Oligonucleotid-Konjugat mit einem 

Nucleinsaureanteil von 2,0 /imol Oligonucleotid/g Polymer (8,9 
mg Nucleinsaure/g Polymer) . 

20 Beispiel 3 

Analog zu Beispiel 1 wird zu 80 ml H2O und 3 ml Styrol eine 
Losung von 118 mg 2, 2 1 -Azobis (2- (2-imidazolin-2- 
yDpropan) dihydrochlorid (AIBI) in 10 ml Wasser gegeben und 

25 bei 80°C uber einen Zeitraum von 24 Stunden 

durchpolymerisiert . Die erhaltene Polymersuspension hat einen 
Feststof fgehalt von 23,9 g/1 und besteht aus Partikeln mit 
einem mittleren Teilchendurchmesser von 150 bis 200 nm, die 
eine weitgehend monodisperse Gr6Senverteilung aufweist. Der 

30 Feststof fgehalt betragt nach der Dialyse uber einen Zeitraum 
von 21 Tagen 22,7 g/1 und die Partikelladung 930 mC/g. Da die 
mit AIBI hergestellten Polymerpartikel eine hohere 
Oberf lachenladung und eine hohere Beladungskapazitat 
aufweisen, bilden solche Partikel die besten Konjugate mit 

35 Nucleinsauren und stellen daher nach gegenwartigem 

Kenntnisstand der Erf inder die beste Ausfuhrungsf orm der 
Erfindung dar. 
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Die Toxizitat der Polymersuspension (stabilisiert mit einer 
wafcrigen Losung von 0,1 % (w/v) Poloxamer 338 (Fa. ICI 
Chemicals; Manchester, UK); Dichte nach der Stabilisierung: 
9,56 g/1) bei Rattenhepatozyten, bestimmt uber die LDH- 
Ausschuttung, betragt nach 20 Stunden 81 Einheiten im 
Gegensatz zu 77 Einheiten der unbehandelten Kontrolle (1 g 
Polymer /l Inkubationsmedium) . 

Nach Inkubation von 200 fil der stabilisierten 
Polymersuspension (4,5 mg Polymer) mit 72,7 ng (16,2 nmol) 
ODN-2 analog dem Verfahren zu Beispiel 1 erhalt man ein 
Polymernanopartikel -Oligonucleotid-Konjugat mit einem 
Nucleinsaureanteil von 3,0 fixaol Oligonucleotid/g Polymer 
(13,5 mg Nucleinsaure/g Polymer). 

Beispiel 4 

Die Inkubation von 200 fil der auf gereinigten und 
stabilisierten Polymersuspension aus Beispiel 3 mit 7 6,4 ng 
(16,2 nmol) des Phosphorothioat-Oligodesoxynucleotids ODN-3 
(M w : 4716 g/mol; Sequenz analog zu ODN-2 in Beispiel 2) 
ergibt ein Polymernanopartikel- Oligonucleotid-Konjugat mit 
einem Nucleinsaureanteil von 3,1 /imol Oligonucleotid/g 
Polymer (14,6 mg Nucleinsaure/g Polymer; Bestimmung analog zu 
Beispiel 1) . 

Die Inhibition der mdr-Genexpression der Polymernanopartikel - 
ODN- 3 -Kon jugate wird mittels mRNA- Bestimmung (Northern Plot) 
und mdr-Protein-Bestimmung (Western Plot) an 
Rattenhepatozyten untersucht. Die Polymernanopartikel - 
Oligonucleotid-Konjugate werden in Konzentrationen von 0,032, 
0,096, 0,32 und 0,96 g Polymer/1 Inkubationsmedium (0,1, 0,3, 
1 bzw. 3 nmol ODN- 3/1 Inkubationsmedium) eingesetzt. Bei 
einer Konzentration von 1 /imol ODN-3/1 Inkubationsmedium kann 
der mRNA-Gehalt urn 90 % und der Protein-Gehalt urn 50 % 
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verringert werden. Mit freietn Oligonucleotid wird der gleiche 
Inhibitionsef f ekt erst bei einer Konzentration von 10 jxmol 
ODN-3/1 Inkubationsmedium erzielt. Kontrolloligonucleotide 
(ODN-4; Sequenz; 5' CCT GTT GTT TTC TCT 3 1 bzw. ODN-5; 
Sequenz: 5 ! AAG AGC AGA CAA GAA 3 ! ) zeigen sowohl in freiem 
Zustand als auch in der Konjugatf orm mit Nanopartikeln bei 
den verwendeten Konzentrationen keinerlei Effekte. 

Beispiel^.5 

Zur Untersuchung der Ansatzgr6Se der Polymerisation auf die 
Eigenschaf ten des Endproduktes wurde der Reaktionsansatz von 
Beispiel 3 urn das Funffache erhoht. Die Charakterisierung des 
aufgereinigten Materials ergab in Bezug auf TeilchengroEe, 
Gr6£enverteilung, Oberf lachenladung und Beladungskapazitat an 
Nucleinsaure keine nennenswerten Unterschiede zu den 
Ergebnissen aus Beispiel 3 (Feststof fgehalt nach der Dialyse: 
23,8 mg ; Partikelladung: 1 020 mC/g Polymer; 
Nucleinsaureanteil: 3,4 (xmol 0DN-3/g Polymer bzw. 16,0 mg 
0DN-3/g Polymer; Bestimmung analog zu Beispiel 1) . 

Beispiel 6 

Bei Inkubation von 50 jzl der stabilisierten Polymer suspension 
aus Beispiel 3 mit 22 fig pcMVS-Plasmid gelost in 100 ill 
Reinstwasser erh&lt man ein Polymernanopartikel-Plasmid- 
Konjugat mit einem Nucleinsaureanteil von 42 mg 
Nucleinsaure/g Polymer. Das Konjugat wird 12 bis 24 Stunden 
mit 2,6 }iq (0,95 nmol) des Peptids Penetratin (Homeodomain- 
Sequenz; M W : 2720,2 g/mol; Derossi, D., Joliot, A.H., 
Chassaing, G., Prochiantz, A., J.Biol .Chem. 1994, 269 (14), 
10444-10450) inkubiert. Die Bestimmung der Beladungskapazitat 
von Plasmid bzw. Peptid erfolgt analog zu Beispiel 1. 
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Patentansoruche 

1. Verfahren zur Herstellung von biologisch aktiven 
Polymernanopartikel- Nucleinsaure-Konjugaten durch 
Polymerisation von vinylischen Monomeren mit einer 
geringen Wasserloslichkeit in waSriger Losung und 
anschlieSender Umsetzung der entstehenden 
Polymersuspensionen mit den Nucleinsauren, dadurch 
gekennzeichnet, da£ man die Polymerisation der vinylischen 
Monomeren in Gegenwart von kationischen Radikalstartern 
und in Form einer emulgatorf reien Emulsionspolymerisation 
durchf uhrt . 

2. Verfahren nach Anspruch l, dadurch gekennzeichnet , daS die 
vinylischen Monomere eine Wasserloslichkeit von < 20 g/1 
aufweisen. 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daS als vinylische Monomere Styrol, 
Acrylsaure-Derivate, Methacrylsaure- Derivate oder 
Mischungen davon eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man kationische Radikalstarter mit 
basischen Endgruppen, wie z. B. 2 , 2 1 -Azobis (2- 
amidinopropan) di-hydrochlorid (AIBA) oder 2, 2 1 -Azobis (2- 
(2-imidazolin-2-yl)propan)di-hydrochlorid (AIBI) , 
verwendet . 

5. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man die Emulsionspolymerisation bei 
Temperaturen von 20 bis 100 °C durchf uhrt. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Polymerteilchen nach der 
Emulsionspolymerisation eine Teilchengr6fce von 10 bis 1000 
nm aufweisen. 
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Beispiel 7 

Der Polymerisationsansatz entspricht dem in Beispiel 3, 
jedoch werden 2 ml Styrol eingesetzt. Das Rohprodukt besitzt 
5 einen Feststof f gehalt von 10,4 g/1 und weist eine 

polydisperse Verteilung der Teilchendurchmesser von 50 bis 
200 nm auf . Nach der Aufreinigung mittels Dialyse iiber einen 
Zeitraum von 10 Tagen betragt der Feststof f gehalt 8,2 g/1 und 
die Part ikel ladung 2190 mC/g. 
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7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die Polymer suspensionen vor der 
Umsetzung mit Nucleinsauren bspw. durch Zentrif ugation 
oder Diaf iltration aufgereinigt werden. 

8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 7 # dadurch 
gekennzeichnt, dafc die Umsetzung der Polymersuspensionen 
mit den Nucleinsauren bei Temperaturen von 10 bis 30 °C 
und.einem pH-Wert < 11 erfolgt. 

9. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man als Nucleinsauren 
Desoxyribonucleotide, Ribonucleotide oder chemisch 
modifizierte Desoxyribonucleotide und Ribonucleotide mit 7 
bis 40 Nucleotid-Einheiten einsetzt. 

10. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet , daS man als Nucleinsauren Plasmide 
verwendet . 

11. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, daS den Polymersuspensionen nach der 
Polymerisation Stabilisatoren in einer Menge von 0,01 bis 
5 Gew.-% bezogen auf das Gewicht der Suspension zugesetzt 
werden . 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daS 
man als Stabilisatoren nichtionische Block- Copolymere mit 
hydrophoben und hydrophilen Anteilen einsetzt. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi 
man als nichtionische Block-Copolymere Poloxamere oder 
Poloxamine verwendet . 

14. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Polymernanopartikel-Nucleinsaure- 



WO 98/17317 



16 



PCT/EP97/05790 



Konjugate mit Peptiden, Proteinen mit einem 
isoelektrischen Punkt > 7 oder Polyethylenimin modifiziert 
werden. 

15 . Polymernanopartikel-Nucleinsaure-Konjugate, erhaltlich 
nach einem Verfahren gemctfc einem der vorhergehenden 
Anspriiche . 

16 . Verwendung Polymernanopartikel-Nucleinsaure-Konjugate 
gemaS. JVnspruch 15 zum Gentransfer. 

17. Verwendung der Polymernanopartikel-Nucleinsaure-Konjugate 
gem&£ Anspruch 15 zur Kontrolle der Genexpression. 



